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Resumo: Os objetivos deste trabalho foram adequar a técnica de PCR para o polimorfismo CYP3A4*1B, re-
duzir as amplificações inespecíficas observadas e verificar a frequência alélica do polimorfismo na população 
de São Luís/MA. A reação de PCR foi padronizada para conter: aproximadamente 50 ng de DNA; 10 μL de 
DNA polimerase mix (1 Unidade de enzima DNA polimerase a ser testada; 10mM de Tris-HCl, pH 8,3; 50mM 
de KCl; 2,5mM de MgCl2; 200 μM de cada desoxinucleotídeo trifosfatado - dNTP’s); 10 pmol de cada iniciador 
e água livre de DNAse e RNAse (Prodimol) para completar o volume reacional. Optou-se por fazer a reação de 
PCR para um volume final de 25μL. O primeiro teste foi realizado com Platinum Taq DNA Polimerase (Invitro-
gen Life Technologies). Depois utilizou-se as DNA polimerases Hot Star Taq DNA Polimerase (Qiagen) e Ampli 
Taq Gold (Invitrogen Life Technologies) e DNA Polimerase Master Mix Red (Amplicon – Neobio). Os resultados 
demonstraram que a PCR para o alelo CYP3A4*1B gera bandas inespecíficas que foram minimizadas com a 
utilização Hot Star Taq DNA Polimerase (Qiagen). Em relação ao polimorfismo a quantidade de portadores 
homozigotos foi de 0,33%, a porcentagem de heterozigotos foi de 21,67% e 75% dos indivíduos foram não 
portadores de polimorfismo em 60 pacientes estudados. Em conclusão, este trabalho descreve a optimização 
e validade da análise PCR-RFLP rápida e simples, para o alelo CYP3A4*1B. Além disso, observou-se uma 
frequência significativa de polimorfismo para o alelo CYP3A*1B na população estudada.
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Abstract: The objective of this study was to adapt the PCR for CYP3A4*1B polymorphism, reduce non-
specific amplifications observed and verify the allele frequency of the polymorphism in the population of 
São Luis / MA. The PCR reaction was standardized to contain: approximately 50 ng of DNA, 10 uL of DNA 
polymerase mix (1 unit DNA polymerase being tested; 10mM Tris-HCl, pH 8.3, 50 mM KCl, 2.5 mM MgCl2, 
200 mM of each deoxynucleotide trifosfatado - dNTP's), 10 pmol of each primer and water-free DNAse and 
RNAse (Prodimol) to complete the reaction volume. We chose to do the PCR reaction to a final volume of 
25μL. The first test was performed with Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen Life Technologies). Then 
we used the DNA polymerase Hot Star Taq DNA Polymerase (Qiagen) and Ampli Taq Gold (Invitrogen Life 
Technologies) and DNA Polymerase Mix Master Red (Amplicon - Neobio). The results demonstrated that PCR 
allele CYP3A4 * 1B generates nonspecific bands that were minimized using Hot Star Taq DNA Polymerase 
(Qiagen). In the polymorphism the amount of homozygous was 0.33%, the percentage of heterozygotes 
was 21.67% and 75% of subjects were not carriers of polymorphism in 60 patients. In conclusion, this 
study described the optimization and validity of PCR-RFLP analysis fast and simple, for the CYP3A4 * 1B 
allele. Furthermore, there was a significant frequency of polymorphism allele * 1B CYP3A in the population.
Keywords: polymorphism, CYP3A4, cytochrome P450, PCR.
Resumen: El objetivo de este estudio fue adaptar la PCR para el polimorfismo CYP3A4*1B, reducir 
amplificaciones inespecíficas observadas y verificar la frecuencia de los alelos del polimorfismo en la 
población de San Luis / MA. La reacción de PCR fue estandarizado que contiene: aproximadamente 50 ng 
de DNA, 10 uL de la mezcla de ADN polimerasa (1 unidad de polimerasa de ADN se está probando; 10 mM 
Tris-HCl, pH 8,3, 50 mM KCl, 2,5 mM MgCl2, 200 mM de cada desoxinucleótido trifosfatado - dNTP), 10 
pmol de cada cebador y agua libre de DNAsa y RNAsa (Prodimol) para completar el volumen de reacción. 
Elegimos a hacer la reacción de PCR a un volumen final de 25 ul. La primera prueba se realizó con Hot Star 
Taq DNA Polymerase (Qiagen). Luego se utilizó la ADN polimerasa Hot Star Taq DNA Polymerase (Qiagen) 
y Ampli Taq Gold (Invitrogen Life Technologies) y DNA Polymerase Mix Master Red (Amplicon - Neobio). Los 
Trabalho premiado durante o XXIV Encontro do SEMIC, realizado na UFMA entre os dias 05 a 08 de novembro de 2012.
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ARTIGO
1 INTRODUÇÃO
A variabilidade interindividual num metabo-
lismo sob efeito de drogas pode ser decorrente 
de vários fatores tais como patologias, diferen-
ças na farmacocinética e farmacodinâmica dos 
medicamentos, fatores ambientais, e geneti-
camente determinada pela variação alélica em 
genes que codificam, por exemplo, proteínas do 
citocromo P450 (EVANS; RELLING, 1999; IN-
GELMAN-SUNDBERG; OASCARSON; MCLELLAN, 
1999; OZDEMIR et al., 2000). O citocromo P450 
metaboliza aproximadamente 80% dos medica-
mentos empregados na clínica médica e a enzima 
CYP3A4 participa do metabolismo de mais de 
50% dos fármacos comumente utilizados (p. 
ex.: imunossupressores, ciclosporina, eritromi-
cina, clotrimazol, estatinas, esteroides, entre 
outros), pois são abundantes tanto no epitélio 
intestinal quanto no tecido hepático. Também 
participa da ativação de substâncias pré-carci-
nogênicas como a aflatoxinas e na indução de 
alguns fármacos como a dexametasona e o fe-
nobarbital. Entretanto, a taxa de sua atividade 
pode variar em até 10 vezes entre diferentes 
populações (REBBECK et al., 1998; BALL et al., 
1999; EISELT et al., 2001). 
As variações na expressão da CYP3A4 
podem ser causadas por fatores de inibição 
ou estimulação da transcrição e / ou tradução 
(por exemplo, administração de fármaco 
concomitante) e por polimorfismos genéticos. 
Fatores tais como a indução ou a inibição 
de enzimas são conhecidos por influenciar a 
atividade da enzima CYP3A4 (INGELMAN-
SUNDBERG; OSCARSON; MCLELLAN, 
1999). Além disso, tem sido sugerido que 
mutações no gene da CYP3A4 podem ser 
responsáveis pela variação interindividual 
na atividade da enzima. A este respeito, os 
polimorfismos foram recentemente descritos 
e alguns deles têm sido associados a uma 
baixa atividade da enzima. Estes incluem 
polimorfismo de um único nucleotídeo (SNP) 
na extremidade 5' da região promotora do 
gene, -290A>G, designado como CYP3A4V 
ou CYP3A4*1B (GARCÍA-MARTÍN; MARTÍNEZ; 
PIZARRO, 2002). A frequência deste alelo em 
caucasianos e africanos é aproximadamente 
de 4 a 9% e 59 a 79%, respectivamente 
(REBBECK et al., 1998, RODRIGUEZ-ANTONA; 
INGELMAN-SUNDBERG, 2006). Estudos 
sugerem, também, diferenças na expressão 
da atividade enzimática na dependência da 
etnia e gênero. A distribuição deste alelo 
tem sido associada a maior incidência de 
 
 
câncer de pulmão e próstata, mas os dados 
são geralmente conflitantes (RODRIGUEZ-
ANTONA; INGELMAN-SUNDBERG, 2006).
A técnica denominada Reação da Polime-
rase em Cadeia (PCR) é baseada na amplifica-
ção de DNA com um simples par de iniciadores 
(primers) de aproximadamente 10 nucleotíde-
os cada um, para detectar polimorfismos ge-
néticos. As inúmeras cópias dos fragmentos 
de DNA produzidos servem para discriminar 
indivíduos, etnias ou espécies, podendo ser 
empregados em diversos estudos que utilizam 
marcadores genéticos (HARDRYS; BALICK; 
SCHIERWATER, 1992).
Entretanto, apesar da ser uma técnica 
robusta, devido a um complexo de interações 
dos componentes da reação e às diferentes 
finalidades para as quais é utilizada, um 
mesmo conjunto de condições de amplificação 
não é adequado para todas as situações, 
havendo, portanto, a necessidade de se 
estabelecer a priori as condições ótimas da 
reação. Diversos trabalhos têm demonstrado 
o efeito das concentrações de magnésio, da 
enzima DNA polimerase, dos primers, do 
DNA, dos desoxirribonucleotídeos fosfatados 
(dNTPs) e também dos parâmetros reacionais 
(temperaturas e tempos de desnaturação, 
anelamento e extensão; número de ciclos e 
Método  de  extração do DNA) sobre o rendimento, 
eficiência e especificidade de amplificação 
de fragmentos de DNA de humanos, plantas, 
bactérias, fungos, nematoides, entre outros 
em PCR (MEUNIER; GRIMONT, 1993; WOLFF; 
SCHOEN; PETERS-VAN RIJN, 1993).
Iniciadores com alto conteúdo de bases 
nitrogenadas citosina e guanina (C-G de 50 
a 80%), por possuírem tripla ligação, são 
particularmente difíceis de amplificar. A in-
completa separação (desnaturação) das 
fitas de DNA ocorre com frequência e afeta 
diretamente a eficiência da amplificação 
por formação de estruturas secundárias e 
anelamentos inespecíficos. Desta maneira, 
considerando a estrutura dos primers para 
o alelo polimórfico CYP3A4*1B e sua im-
portância no que diz respeito a interações 
medicamentosas (indução e inibição) com 
fármacos metabolizados por esta enzima e 
sua frequência diversificada entre cauca-
sóides e afrodescendentes, o objetivo deste 
trabalho foi adequar a técnica de PCR para 
o polimorfismo CYP3A4*1B, reduzir as am-
plificações inespecíficas observadas e verifi-
resultados demostraron que el alelo CYP3A4*1B PCR genera bandas no específicas que fueron minimizadas 
utilizando Hot Star Taq DNA Polymerase (Qiagen).. En el polimorfismo de la cantidad de homocigotos fue 
de 0,33%, el porcentaje de heterocigotos fue 21,67% y el 75% de los sujetos no eran portadores del 
polimorfismo en 60 pacientes. En conclusión, este estudio se describe la optimización y la validez de la 
PCR-RFLP análisis rápido y sencillo, para el alelo CYP3A4 * 1B. Además, hubo una frecuencia significativa 
de CYP3A polimorfismo alelo * 1B en la población.
Palabras clave: Polimorfismo CYP3A4. Citocromo P450. PCR.
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car a frequência alélica do polimorfismo na 
população de São Luís/MA. Para tanto, uti-
lizou-se diferentes DNA polimerases:  Pla-
tinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen Life 
Technologies), Hot Star Taq DNA Polimerase 
(Qiagen), Ampli Taq Gold (Invitrogen Life 
Technologies) e DNA Polimerase Master Mix 
Red (Amplicon – Neobio).
2 MATERIAL E MÉTODOS
A otimização da técnica de reação em 
cadeia da polimerase foi realizada no Banco 
de Tumor e DNA do Maranhão (BTMA), com 
amostras de sangue total (com EDTA) de 60 
voluntários residentes em São Luís/MA, sub-
metidas a extração de DNA com BioPur Kit 
Extração Mini Spin Plus, da Empresa Biome-
trix Diagnóstica, conforme especificação do 
fabricante (técnica de extração em coluna). A 
quantificação do DNA genômico foi determi-
nada por leitura espectrofotométrica em 260 
nm, em equipamento NanoVue Spectrophoto-
meter (GE), para avaliação da sua pureza e 
massa (ng/uL).
Realizou-se a ciclagem em termocicla-
dor Veriti (Applied Biosystems) com primers 
que flanqueiam a região do CYP3A4*1B 
(-392A>G), gerando um produto amplifica-
do (amplicon) de 334 pares de base (pb) 
(RON et al., 2000) (Quadro 1). O processo 
de amplificação foi realizado nas seguintes 
condições de tempo e temperatura: 95°C 
– 15 minutos, 40x (94°C – 1 minuto, 56°C 
– 1 minuto, 72°C – 1 minuto), 72°C – 7 
minutos. A cada teste realizado foi adiciona-
do um controle negativo.
Optou-se por fazer a reação de PCR para 
um volume final de 25μL. O primeiro teste foi 
realizado com Platinum Taq DNA Polimerase 
(Invitrogen Life Technologies). Depois utilizou-se 
as DNA polimerases Hot Star Taq DNA Polimerase 
(Qiagen) e Ampli Taq Gold (Invitrogen Life 
Technologies) e DNA Polimerase Master Mix Red 
(Amplicon – Neobio).
A reação de PCR foi padronizada para conter: 
aproximadamente 50 ng de DNA; 10 μL de DNA 
polimerase mix (1 Unidade de enzima DNA poli-
merase a ser testada; 10mM de Tris-HCl, pH 8,3; 
50mM de KCl; 2,5mM de MgCl2; 200 μM de cada 
desoxinucleotídeo trifosfatado - dNTP’s); 10 pmol 
de cada iniciador e água livre de DNAse e RNAse 
(Prodimol) para completar o volume reacional.
Após amplificação em termociclador, 8 μL 
do produto da PCR adicionado a 2 μL de gel 
loading (Sigma) foram submetidos à eletrofo-
rese, por aproximadamente 60 minutos, em 
gel de agarose na concentração de 2% corado 
com gel red (Uniscience). Paralelamente às 
amostras, um marcador de peso molecular de 
Quadro 1 - Sequência da região que flanqueia o polimorfismo CYP3A4*1B e o par de iniciadores (primers) 











Primers: O primer forward possui duas bases modificadas, destacadas em amarelo.
CYP3A4_F: 5' GGA CAG CCA TAG AGA CAACTG CA3'
CYP3A4_R: 5' CTT TCC TGC CCT GCA CAG 3'
Fonte: Elaborado pelos autores
100 pb foi aplicado. O tampão Tris-EDTA ácido 
bórico (TBE) na concentração de 1X foi utiliza-
do para a corrida eletroforética (SAMBROOK; 
RUSSELL, 2006). Os produtos resultantes da 
amplificação foram visualizados sob luz ultra-
violeta e fotodocumentados para análise.
O polimorfismo cria um sítio de restrição 
para a enzima PstI no produto de PCR para 
o alelo CYP3A4*1B, apresentando um padrão 
de bandas como demonstrado no Quadro 2 
(HASHIMOTO et al., 1993). 
Sendo assim, após a padronização da 
PCR, no quesito DNA polimerase, foi realizada 
a PCR-RFLP das 60 amostras de DNA obtidas 
dos voluntários. A restrição enzimática foi 
realizada a 37ºC por 1 hora, utilizando-se 8 
μL de produto de PCR adicionados a 1 μL da 
enzima de restrição PstI (Prodimol) e 1 μL do 
seu tampão. Os produtos da digestão enzimá-
tica foram submetidos à eletroforese em gel 
de agarose 3%, previamente corados com gel 
red (Uniscience) e visualizados em luz UV em 
Bruna A. Penha et al.
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transluminador. Os resultados do polimorfis-
mo foram analisados e reportados como por-
centagem e frequência alélica dos mesmos.
3 RESULTADOS
O primeiro teste de DNA polimerase rea-
lizado foi com Platinum Taq DNA Polimerase 
(Invitrogen Life Technologies) está apresenta-
do na Figura 1.
Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose a 2% da 
PCR do polimorfismo CYP3A4*1B utilizando Plati-
num Taq DNA Polimerase (Invitrogen Life Technolo-
gies). MT: Ladder de 100 pb; 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 
e 10: amostras a serem testadas. Setas indicam o 
amplicon de 334 pb.
Fonte: Elaborado pelos autores
O resultado da corrida eletroforética das 
amostras amplificadas com a enzima Ampli 
Taq Gold (Invitrogen Life Technologies) encon-
tra-se na Figura 2.
Figura 2 -  Eletroforese em gel de agarose a 2% 
da PCR do polimorfismo CYP3A4*1B utilizando a 
Ampli Taq Gold (Invitrogen Life Technologies). MT: 
Ladder de 100 pb; 1, 2, 3, 4 e 5: amostras a se-
rem testadas. Setas indicam o amplicon de 334 pb. 
 Fonte: Elaborado pelos autores
Na Figura 3 estão apresentadas os resul-
tados da PCR com a enzima Hot Star Taq Poli-
merase (Qiagen) e DNA Polimerase Master Mix 
Red (Amplicon – Neobio).
Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose a 2% da 
PCR do polimorfismo CYP3A4*1B utilizando a Hot 
Star Taq Polimerase (Qiagen) e DNA Polimerase 
Master Mix Red (Amplicon – Neobio). MT: Ladder de 
100 pb; 1 e 2: Hot Star Taq Polimerase; 3: Controle 
Negativo; 4 e 5: DNA Polimerase Master Mix Red.
Fonte: Elaborado pelos autores
A Figura 4 (página 24) ilustra a eletrofore-
se do corte enzimático com a distribuição das 
bandas do indivíduo considerado selvagem (220, 
81 e 33 pb) e do portador heterozigoto (220, 
199, 81, 33 e 21 pb), de acordo com o padrão de 
badeamento demostrado no Quadro 2. 
4 DISCUSSÃO
A reação em cadeia da polimerase é a técnica 
mais comumente utilizada para genotipagem e 
tem promovido diversos estudos sobre polimor-
fismos, associações de genótipos com risco de 
doença e seu prognóstico. Vários métodos de 
PCR estão disponíveis e cada um é adequado 
para a natureza de cada estudo, para a determi-
nação do genótipo em questão. O tipo de poli-
morfismo, a precisão de genotipagem, o número 
de amostras, o equipamento disponível de PCR 
Quadro 2 - Padrão de bandas do produto de PCR para o alelo CYP3A4*1B, pela digestão da enzima de 
restrição PstI.
Polimorfismo Amplicom Não portador Portador heterozigoto Portador homozigoto
CYP3A4 334pb 220, 81, 33pb 220, 199, 81, 33, 21pb 199, 81, 33, 21pb
 
Fonte: Elaborado pelos autores
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e as condições reacionais são fatores a serem 
levados em conta quando um método PCR é es-
colhido para um determinado tipo de estudo.
O polimorfismo CYP3A4*1B pode ser fa-
cilmente detectado com uma PCR seguida de 
restrição (digestão) enzimática, conhecida 
como PCR-RFLP. No intuito de reduzir as am-
plificações inespecíficas, observadas quando 
aplicada a PCR para o alelo CYP3A4*1B, pro-
cedeu-se a otimização da técnica, na qual foi 
analisado o efeito de diferentes DNA polimera-
ses master mix no protocolo proposto por Ron 
e cols (2000), aumentando a especificidade do 
teste com a PCR do tipo Hot Star. Paralelamen-
te, foi realizado um experimento para verificar 
o efeito inibidor do aumento da concentração 
de magnésio sobre os resultados da PCR (re-
sultados não demonstrados). 
Os resultados demonstraram que a PCR 
para o alelo CYP3A4*1B gera bandas inespe-
cíficas (que pode ser pelo alto teor de C-G dos 
primers e pelo primer Fowerd  possuir modifi-
cação de duas bases nitrogenadas na sua se-
quência) que podem ser amenizadas quando 
ajusta-se as condições reacionais para uma 
PCR do tipo Hot Star com DNA polimerases es-
pecíficas para este tipo de técnica. 
Na análise comparativa a Hot Star Taq 
(Qiagen) foi a DNA polimerase que apresentou 
menos bandas inespecíficas, sendo a mesma 
utilizada para as PCRs das amostras processa-
das. Embora ressalta-se que todas as DNA po-
limerases utilizadas podem ser utilizadas para 
a realização da técnica, com maior atenção a 
Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen Life 
Technologies), que apresentou o maior número 
de bandas inespecíficas. Deste modo, devido 
a dificuldade de diminuição por completo de 
bandas inespecíficas para algumas DNA poli-
merases sugere-se a aplicação de um testemu-
nho não cortado (TNF) na corrida eletroforéti-
ca do corte enzimático, para que a análise de 
bandas correspondentes aos alelos mutados e 
selvagens seja eficaz e sem enganos.
Em relação a quantidade de portadores 
homozigotos obteve-se uma porcentagem de 
0,33%, a porcentagem de heterozigotos foi 
de 21,67% e 75% dos indivíduos foram não 
portadores de polimorfismo em  60 pacien-
tes estudados. A porcentagem de alelos de 
CYP3A*1B foi de 25%. Dessa forma verifica-
-se que o polimorfismo CYP3A*1B é expres-
sivo na população estudada, de apenas 60 
pacientes. Em relação aos dados obtidos no 
cálculo de Hardy-Weinberg observa-se que 
a frequência genotípica esperada está bem 
próxima do equilíbrio.
Segundo Rebbeck et al. (1998) a variante, 
CYP3A4*1B, apresenta uma grande variação 
inter étnica na sua frequência, com 2,8-9,6% 
em caucasianos, 48-67,2% em afro-america-
nos, 69-81% em africanos e estando ausente 
na população asiática. Na população portu-
guesa, a frequência descrita para a variante 
CYP3A4*1B é de 4-7 % e o significado biológi-
co do polimorfismo é controverso. Nos suecos, 
foram encontrados 3 alelos de CYP3A4*1B 
entre 39 indivíduos estudados, dando uma fre-
quência alélica de 3,8% Westlind et al. (1999) 
e Sata et al. (2000) relataram uma frequên-
cia alélica de 4,2% em 59 indivíduos brancos 
analisados. Assim, observa-se que os dados 
obtidos no presente trabalho estão próximos 
da frequência alélica na população afrodes-
cendente relatada nos estudos internacionais. 
Não foi possível uma consonância integral da 
frequência alélica obtida por outros pesquisa-
dores, provavelmente pela característica pe-
culiar de alta miscigenação populacional bra-
sileira. Vale ressaltar ainda que, o Maranhão 
possui uma população extremamente hetero-
gênea devido ao elevado tráfico de navios ne-
greiros para a região (provenientes da África) 
e dos diferentes colonizadores (portugueses, 
holandeses e franceses).
Alguns estudos apontam que a presença 
da variante tenha como consequência uma 
diminuta expressão ou atividade da enzima 
(PHAROAH et al. 2002). Estes apontam ainda 
que a presença concomitante do polimorfismo 
CYP3A5 possa ser a ferramenta fundamental 
para a diminuição da expressão da enzima 
frente aos fármacos da classe das estatinas 
(SEMIZ et al,. 2001). 
Esta técnica pode facilitar estudos sobre o 
efeito deste polimorfismo em processos endó-
genos, ambiental, susceptibilidade ao câncer 
e a capacidade individual para metabolizar 
Bruna A. Penha et al.
Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose a 3% da 
Restrição Enzimática com PstI para detecção do 
polimorfismo CYP3A4*1B. MT: Ladder de 100 pb; 
amostra 1 e 2: não portadores (ou alelo selvagem); 
amostra 3: portador heterozigoto; amostra 4 e 5: 
não portadores (ou alelo selvagem). Setas: tortuosa 
220 pb; tracejada 199 pb; recortada 81 pb; inteira 
Fonte: Elaborado pelos autores
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drogas, sendo uma importante ferramenta na 
rotina terapêutica. 
6 CONSIDERAÇÕES FINAIS
Em conclusão, este trabalho descreveu a 
optimização e validade da análise PCR-RFLP 
rápida e simples, para o alelo CYP3A4*1B. 
Além disso, observou-se uma frequência signi-
ficativa de polimorfismo para o alelo CYP3A*1B 
na população estudada. Porém, mais estudos 
são necessários para demostrar se o polimor-
fismo de CYP3A4*1B leva a maior atividade 
enzimática CYP3A4 para diversas classes de 
fármacos, não só em sistemas de cultura de 
células, como na maioria dos estudos, mas 
também em indivíduos.
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